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                目的
 V-ATPase は H+ を輸送することによ り, 細胞内膜系ではオルガネラ内部の酸性化を維持 し,
 細胞膜では細胞周囲を酸性化させて荷電状態を変化させることにより他のイオ ンの動態に影響を
 与えている。 ヒトの組織においては, 腎での酸塩基平衡やマクロファージのライ ソゾーム内を
 酸性化 して酸性プロテアーゼを活性化させるものと して知 られているが, その他の臓器における
 発現については未だ明らかではない。 本研究の目的は, この酵素の全身組織での局在および分布
 様式を免疫組織化学的に検索することであ る。
                材料と方法
 突然死など剖検例5例から得た腎, 唾液腺, 膵, 食道, 胃, 大腸, 肺, 脳, 甲状腺, 副腎, リ
 ンパ節, 骨の12種の器官或いは組織, そして, 腎と唾液腺の手術標本2例ずつを免疫組織化学
 的方法 (ABC 法) によって検討した。 組織の固定は, 4% PFA で2時間固定して paraffin で
 包埋 したものと, 2% PLP で5時間固定して OCT compound に包埋, dry ice-acetone で急速
 凍結したものの2種類を行った。 抗体は V-ATPase の subunit A, Bに対する抗体で, いずれも
 bovine chromaffin granule から精製された ものを用いた。 ヒトの組織との反応性はウエスタン
 ブロ ットにより検討 した。
                結果と考察
 1) 使用 した抗体のヒト組織に対する反応特異性の検討
 ウエスタンプロットにより検討した結果, 用いた V-ATPase の subuni七A に対する抗体がヒ
 ト組織 において も特異的であること が証明さ れた。
 2) 免疫組織化学反応における抗体の選択
 anti-A と anti-B subunits 抗体を用いて染色したが, A, Bともにほぼ同 じ結果が得られた。
 3) 検索対象臓器とその局在の特徴
 a. 検索対象臓器
 今回観察した臓器は染色による発現の程度, 分布の違い, さらに細胞内での局在の違いが認め
 られたが, ほとんどすべての組織で陽性細胞が確認された。 特に腎の尿細管, 肺のマクロファー
 ジ, 膵のα細胞, 大腸粘膜の内分泌細胞, 唾液腺の導管, 軟骨細胞で強陽性を示す一方, 腎の糸




 中程度と様々 な段 階の 陽性を示 した。
 b. 細胞における局在の pattern
 発現の局在としては, (1)細胞質での瀰漫性局在, (2)細胞質内での極性を有した局在, (3)細胞膜
 上での局在と三つの pattem が見られた。 細胞質での瀰漫性局在は大部分の細胞での局在様式で
 あり, (2)や③の局在様式はむ しろ例外的なものだった。 (2)の局在の代表は腎臓の遠位尿細管と集
 合管の上皮細胞で, 管腔側に向かう細胞質に限局 して存在 していた。 (3)の局在の代表 は近位尿細
 管で, 管腔面での apical plasma membrane に沿って認められた。 このような分布様式は H+ が
 細胞内か ら管腔に分泌されていることを示唆 してい る。
 c. 発現細胞の免疫組織化学的同定
 i) 膵臓の islet における陽性細胞については, 連続切片を作製 し, insulin, glucagon, somat-
 ostatin に対する抗体を用いて検討 し, 最終的には mirror 切片で同定した。 V-ATPase を高度
 に発現 している細胞は glucagon を産生 しているα細胞であることが証明された。
 H) 肺胞腔内での V-ATPase 発現細胞は V-ATPase, マクロファージ, サイ トケラチンに対す
 る抗体で連続切片を作製して検討した。 肺胞マクロファージにおいて V-ATPase を高濃度に発
 現 していることが証明された。
 血) 破骨細胞での V-ATPase の発現については, 細胞内で H+ を産生する carbonic anhydrase
 n (CA II) と破骨細胞から分泌され骨破壊に作用する酸性プロテアーゼの一つである cathepsinD
 との関係も検討した。 すなわち, H+ の産生→V-ATPase による輸送→酸性酵素の活性の経路の
 組織化学的検討であ る。 その結果, 破骨細胞について は, 他の細胞に比較してこの3っの酵素が
 高濃度に証明された。
                結論
 1) H+ の輸送分泌を司どる V-ATPase の発現をヒトの全身臓器で検討し, その分布, 発現する
 細胞, 程度を明らかにした。
 2) mirror および連続切片を用いた免疫染色による観察によって, 膵臓ではα細胞, 肺胞腔で
 はマクロファー ジ, また破骨細胞では H+ の産生から酵素特性の過程を免疫組織化学的に証明し
 た。
 3) 腎臓の尿細管上皮細胞では, H+ の分泌機能に応じた局在様式が観察された。
 4) 本研究のV-ATPase の生体内の各臓器での存在を証明したことは, 今後の H+ の輸送に関
 連 した細胞の生理学的機能の解明への橋渡 しになるものと思われる。
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 審査結果の要旨
 V-ATPase はH+ を輸送することにより, 細胞内膜系ではオルガネラ内部の酸性化を維持 し,
 細胞膜では細胞周囲を酸性化させて荷電状態を変化させることにより他のイオンの動態に影響を
 与えている。 ヒ トの組織においては, 腎での酸一塩基平衡やマクロファージのライソゾーム内を
 酸性化 して酸性プロテアーゼを活性化させる ものと して知られているが, その他の臓器における
 発現については未だ明らかではない。 本研究は, この酵素の全身組織での局在および分布様式を
 免疫組織化学的に検索することを目的に行った。
 突然死など剖検例5例から得た腎, 唾液腺, 膵, 食道, 胃, 大腸, 肺, 脳, 甲状腺, 副腎, リ
 ンパ節, 骨の 12 種の器官或いは組織, そして, 腎と唾液腺の手術標本2例ずつを免疫組織化学
 的方法 (ABC 法) によって検討した。 抗体は V-ATPase の subunit A, Bに対する抗体で, い
 ずれも bovine chromaffin granule から精製されたものを用いた。
 今回観察した臓器では, 染色による発現の程度, 分布の違い, さらに細胞内での局在の違いが
 認められたが, ほとん どすぺての組織で陽性細胞が確認された。 特に腎の尿細管, 肺のマクロファー
 ジ, 膵のα細胞, 大腸粘膜の内分泌細胞, 唾液腺の導管, 軟骨細胞, 破骨細胞で強陽性を示す一
 方, 腎の糸球体, 唾液腺の腺房細胞と膵の腺房細胞では全く認められなかった。 そのほかの細胞
 では弱から中程度と様々な段階の陽性を示 した。 さらに H+ の産生→V-ATPase による輸送→酸
 性酵素の活性の経路の組織化学的検討を目的に, 破骨細胞での V-ATPase の発現について, 細
 胞内で H+ を産生する carbonic anhydrase 豆 (CA ∬) と破骨細胞から分泌され骨破壊に作用
 する酸性プロテアーゼの一つである cathepsinD との関係を観察 したところ, 他の細胞に比較し
 てこの3つの酵素が高濃度に証明された。
 V-ATPase の局在様式としては, (1) 細胞質での淵慢性局在, (2) 細胞質内での極性を有 した局
 在, (3) 細胞膜上での局在と三つの pa七tem が見られた。 細胞質での溺慢性局在は大部分の細胞
 での局在様式であ り, (2)や(3)の局在様式はむしろ例外的なものだった。 (2)の局在の代表は腎臓の
 遠位尿細管と集合管の上皮細胞で, 管腔側に向かう細胞質に限局 して存在していた。 (3)の局在の
 代表は近位尿細管で, 管腔面での apical plasma membrane に沿って認められた。 このような
 分布様式は H+ が細胞内から管腔に分泌されていることを示唆 している。
 本研究で V-ATPase の生体内の各臓器での局在を明らかにしたことは, 今後の H+ の輸送に関
 連 した細胞の生理学的機能の解明への橋渡 しになるものと思われ, オリジナリティ の高い論文と
 判定された。 十分に学位論文に値するものと考えられた。
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